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SECUENCIA DE ACIDO NUCLEICO QUE COMPRENDE LA SENAL DE 
ENCAPSIDACI6N DEL RNA DE UN CORONA VIRUS DEL GRUPO 1 Y SUS 
APLICACIONES 

5 CAMPO DE LA INVENCI6N 

La invention se relaciona con una secuencia de acido nucleico que comprende la seflal 
de encapsidaci6n (SE) del RNA de un coronavirus del grupo 1 y su empleo en la construction 
de vectores utiles en virologia y sanidad. 

10 ANTECEDENTES DE LA INVENCI6N 

Los virus con genoma RNA (virus RNA) son fuentes potenciales de vectores virales 
utiles para fines vacunales o de terapia genica. Este tipo de aplicaciones requiere que los 
vectores virales sean bioseguros. Aunque los vectores virales derivados de virus RNA son 
bastante seguros, no puede descartarse la posibilidad de que recuperen su virulencia por 

1 5 recombination con virus circulantes, lo que limita considerablemente sus posibilidades de uso 
tanto en investigation basica como en investigation aplicada. Por este motivo, existe la 
necesidad de desarrollar vectores virales derivados de virus RNA con elevada bioseguridad. 

Entre los vectores virales derivados de virus RNA potencialmente utiles en sanidad 
humana o animal se encuentran los vectores virales derivados de coronavirus (solicitud de 

20 patente espanola P9902673). Los coronavirus son virus ssRNA(+) que presentan el genoma 
mas grande conocido para un virus RNA, con una longitud comprendida entre 27,6 y 31 
kilobases (kb). El genoma de los coronavirus comprende una secuencia de nucleotidos 
implicada en la encapsidacion del genoma en los viriones, en adelante secuencia o senal de 
encapsidacion (SE). La ausencia o alteration de dicha SE provoca una encapsidacion reducida o 

25 nula del genoma en los viriones lo que puede resultar interesante para determinadas 
aplicaciones. 

Aunque se ha caracterizado una SE de 6 1 nt en el genoma del coronavirus MHV (virus 
de la hepatitis murina) localizada en la ORF lb, 1,4 kilobases (kb) a partir del extremo 3' del 
gen 1 y una senal homologa en el genoma del coronavirus bovino (BCoV) (Cologna y Hogue, 
30 2000; Fosmire y cols., 1992; Woo y cols., 1997), existe la necesidad de localizar y caracterizar 
dichas SE en otros coronavirus potencialmente utiles en diversas aplicaciones, tanto de 
investigation basica como biomSdica, por ejemplo, del coronavirus TGEV (virus de la 
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gastroenteritis porcina transmisible). La localizaci6n y caracterizaci6n de dicha SE en otros 
coronavirus permitiria construir nuevos vectores virales derivados de dichos coronavirus, con 
un nivel de bioseguridad m&s elevado y ampliar de este modo el arsenal de herramientas 
disponibles para investigation bisica y aplicada. 

5 

COMPENDIO DE LA INVENCI6N 

Ahora se ha localizado la region del genorna del virus TGEV que comprende la SE de 
dicho virus lo que ha permitido el desarrollo de nuevos vectores caracterizados por su elevado 
grado de bioseguridad. El nuevo vector proporcionado por esta invention puede ser utilizado en 

10 investigaci6n basica o aplicada, por ejemplo, para obtener productos de interes (protemas, 
enzimas, anticuerpos, etc.), como vector vacunal o en terapia genica tanto en humanos como en 
animates. Este nuevo vector presenta, ademas de la capacidad de infectar las mucosas entericas 
y respiratorias, es decir, los sitios mas adecuados para la induction de inmunidad secretoria y de 
que su tropismo puede ser controlado mediante la modification del gen S (spike), la ventaja de 

1 5 que puede construirse con un elevado grado de bioseguridad. 

BREVE DESCRIPCI6N DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 ilustra la selection de las regiones que potencialmente contienen la senal de 
encapsidacion de TGEV. La barra de la parte superior de la figura representa el minigenoma 

20 M33 . Sobre la barra del minigenoma se indican las dos regiones del extremo 5 ! del minigenoma 
M33 delimitadas por flechas de doble cabeza (regiones A y B). Debajo de las zonas A y B se 
muestran esquematicamente las subregiones investigadas. Los numeros sobre la barra y debajo 
de ella indican las posiciones del genoma del virus TGEV. 

La Figura 2 es un esquema ilustrativo del clonaje de las regiones potencialmente 

25 implicadas en la encapsidacion en el minigenoma M39-GUS. Este esquema representa al 
minigenoma M39-GUS con los insertos correspondientes a las regiones definidas en la Figura 1 
(Ai o B) clonadas bajo el control de la TRS del minigenoma. Se muestran las secuencias de la 
TRS, la secuencia conservada 5 , -CUAAAC-3\ el inserto (Ai o B) y el gen gus en azul. Se 
indica la position de las secuencias de restricci6n Sail que flanquean a los insertos clonados en 

30 el minigenoma. Los numeros indican las posiciones en el genoma del virus TGEV. 

La Figura 3 muestra la estructura del RNA DI-C y de los minigenomas M39 y M33, 
mutantes de deletion de la DI-C. El RNA DI-C estd formado por cuatro regiones discontinuas 
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del genoma del virus TGEV (I, n 5 my IV). Estas regiones comprenden 2,1 kb del extremo 5' del 
genoma, la ORF lb casi completa incluyendo la zona de solapamiento entre las ORFs la y lb, el 
extremo 5 1 del gen S, la ORF 7 incompleta y la UTR del extremo 3*. A partir del genoma DI-C 
se obtuvieron mediante deleciones los minigenomas M39 y M33. Las letras y los numeros sobre 
el recuadro del genoma indican los genes virales. Debajo de las barras representando a los 
minigenomas DI-C, M39 y M33, la longitud de las regiones discontinuas se muestra en 
nucleotidos. La longitud total de los RNAs se muestra a la derecha del genoma y minigenomas. 
La region identificada como 2144 representa la secuencia del genoma desde la position 1 a la 
2. 144 de TGEV. La barra clara, ancha, del minigenoma M33 representa a la secuencia entre las 
posiciones 12.195 y 12.762. Las barras claras y oscuras, estrechas, situadas en el extremo de la 
derecha, representan la secuencia comprendida entre las posiciones 28.087 y 28.586. 

La Figura 4 ilustra el rescate y amplification de los minigenomas M39-GUS-A1, -A2, - 
A3, -A4 y -8 generados y representa el esquema del procedimiento experimental utilizado, 
partiendo de c61ulas ST transfectadas con los plasmidos e infectadas con el virus TGEV (PO). 
Para amplificar los minigenomas se paso el virus generado tres veces consecutivas en celulas 
ST confluentes (PI, P2 y P3). En el tercer pase se analizo el RNA viral en la celula y en los 
viriones purificados. 

La Figura 5 pone de manifiesto la deteccion de los RNAs subgenomicos del virus 
TGEV mediante RT-PCR en celulas infectadas y muestra la electroforesis en gel de agarosa de 
los productos de las reacciones de RT-PCR espedficas para la deteccion de cada uno de los 
RNAs subgenomicos del virus, indicados en la parte superior del gel. Las bandas minoritarias 
corresponden a productos no identificados de las reacciones de RT-PCR y probablemente 
corresponden a hibridaciones inespetificas. 

La Figura 6 ilustra el analisis de las preparaciones de virus TGEV purificados mediante 
tres procedimientos distintos: a) analisis por electroforesis SDS-PAGE y tincion con nitrato de 
plata del virus TGEV concentrado por centrifugacion a traves de un colchon de sacarosa al 3 1% 
(gel de la izquierda) o b) por centrifugaci6n a traves de un gradiente continuo de sacarosa (gel 
del centra), o c) analisis por electroforesis SDS-PAGE y fluorografia de virus TGEV marcado 
radiactivamente y purificado por inmunocaptura (gel de la derecha). Las flechas indican las 
posiciones de las proteinas estructurales mayoritarias. *, proteinas contaminantes. 

La Figura 7 ilustra la detecci6n de los mRNAs del virus TGEV por RT-PCR en viriones 
purificados y muestra la electroforesis en gel de agarosa de los productos de las reacciones de 
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RT-PCR obtenidos para la deteccion de los mRNAs que se indican en la parte superior de los 
geles, en virus concentrado (A), virus purificado por gradiente de sacarosa (B), virus purificado 
por inmunocaptura (C) y virus purificado por inmunocaptura con 1 5 lavados con tampon PES- 
ESA solo o incluyendo las concentraciones del detergente no ionico Tween-20 que se indican 
5 (D). 

La Figura 8 ilustra la deteccion del genoma, minigenoma M39-GUS y mRNA-GUS en 
celulas ST, infectadas con un inoculo de virus TGEV que contenia el minigenoma M39-GUS, y 
en viriones purificados. La Figura 8A muestra el esquema del minigenoma M39-GUS (barra 
superior) y del mRNA codificado por este (barra inferior) detectados por RT-PCR con los 

10 oligonucleotides utilizados indicados sobre cada barra. La secuencia Hder se muestra en los 
extremos 5 f (L). A la derecha se indica si los RNAs se replican (REP +) y encapsidan (ENC +). 
La Figura 8B muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de las 
reacciones de RT-PCR especificas para la deteccion del genoma (G), minigenoma (Mi) y 
mRNA-GUS (mRNA). Los tamanos de los productos se muestran a la derecha del gel. 

15 La Figura 9 representa esquem&ticamente las secuencias potencialmente implicadas en 

el rescate eficiente del minigenoma M33. En el esquema mostrado en la Figura 9 A se 
representa el RNA genomico del virus TGEV y el RNA DI-C generado a partir de este. La 
estructura del minigenoma M33 se compara con la del RNA del minigenoma DI-C. A, region 
del extremo 5' del genoma del virus; B, region procedente de la secuencia solapante entre las 

20 ORFs la y lab. Cada una de las regiones del minigenoma DI-C esta sombreada indicando su 
procedencia dentro del genoma del virus. La Figura IB representa esquematicamente el 
minigenoma M33 con las regiones A y B senaladas. Las subdivisiones de cada region se 
esquematizan como barras. Los niimeros indican posiciones del genoma. 

La Figura 10 muestra esquematicamente la inserci6n de las secuencias del extremo 5' 

25 del minigenoma M33 en mRNAs mensajeros derivados del minigenoma M39-GUS. El 
esquema superior representa el minigenoma M39-GUS en el que se ha insertado un modulo de 
expresion compuesto por una IRS optimizada, las secuencias insertadas (Ai o B) y el gen gus. 
El esquema inferior representa la transfeccion de las construcciones generadas, su rescate y 
amplification por pases sucesivos en celulas infectadas con el virus TGEV (PO a P3). El RNA 

30 de las celulas y los viriones se purified en el pase 3. 

La Figura 1 1 muestra los resultados del analisis por RT-PCR de los RNAs amplificados 
en celulas infectadas en presencia de minigenomas que incluyeron las secuencias Al, A2, A3, 



WO 03/062424 ^■T/ES03/00038 



A4 y B. En el gel superior se muestran los productos de las reacciones de RT -PCR especificas 
para la detecci6n del genoma (O), minigenomas (Mi) y mRNAs (mR) en las c61ulas infectadas. 
En el gel inferior se muestran los productos de las reacciones de RT-PCR especificas detectados 
en viriones purificados, correspondientes a los analisis mostrados en el gel superior. La 
5 amplificaci6n por PCR de los mRNAs y minigenomas se realizd con el oligonucleotide OUS 
297, que no hibridaba con el genoma del virus. 

La Figura 12 ilustra la localization de la senal de encapsidacion en el genoma del virus 
TGEV. Se representa esquemdticamente el genoma del virus TGEV incluyendo las distintas 
ORFs del virus. La posicion de las senales de encapsidacion de los coronavirus TGEV, MHV y 

10 BCoV se indican con una flecha. La posicion aproximada de las senales de encapsidacion en el 
genoma del virus se muestra debajo del genoma. ES, senal de encapsidacion. 

La Figura 1 3 ilustra esquematicamente la relocalizacion de la senal de encapsidacion en 
el genoma del virus TGEV. En el esquema superior se representa el genoma del virus TGEV 
con las ORFs E y N delecionadas (AE y AN). Se representan las distintas ORFs del virus y la 

15 senal de encapsidacion (ES). La flecha indica la relocalizacion de la ES desde el extremo 5* al 
extremo 3', resultando en un nuevo genoma con la senal de encapsidacion localizada en la 
posicion de la ORF E delecionada (esquema inferior) .UTR, region no traducible. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

20 En un aspecto, la invencion proporciona una secuencia, aislada, de dcido nucleico, en 

adelante secuencia de acido nucleico de la invencion, seleccionada entre: 

a) una secuencia de nucleotidos que comprende desde el nucleotido 100 al 
nucleotido 649 del genoma de un coronavirus del grupo 1, incluyendo dicha 
secuencia de nucleotidos la secuencia de encapsidacion (SE) de dicho 

25 coronavirus; 

b) una secuencia de acido nucleico analoga a la secuencia definida en a) que 
contiene la secuencia de encapsidacion (SE) de un coronavirus del grupo 1 ; 

c) una secuencia de acido nucleico complementaria a cualquiera de dichas 
secuencias a) o b); y 

30 d) una secuencia de un acido nucleico con una estructura secundaria similar a la de 

una secuencia de encapsidacion (SE) de un coronavirus del grupo 1, 
independientemente de la secuencia de nucle6tidos. 
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El termino "acido nucleico" tal como se utiliza en esta description incluye cualquier 
motecula de DNA o RNA. 

Asimismo, en el sentido utilizado en esta descripci6n, el termino "coronavirus del grupo 
1" incluye coronavirus porcinos, tales como TGEV, el virus de la diarrea epid6mica porcina 
(PEDV); caninos, por ejemplo el coronavirus canino (CCoV); felinos, por ejemplo, el virus de 
la peritonitis infecciosa felina (F1PV); humanos (HCoV-229E); y, otros coronavirus 
estrechamente relacionados con ellos en su secuencia. 

En el sentido utilizado en esta description, el termino "analoga" pretende incluir a 
cualquier secuencia de dcido nucleico que tenga un elevado porcentaje, igual o superior al 40%, 
de nucleotidos identicos o que presente la misma caracteristica tecnica de la secuencia definida 
en a), es decir, que contiene la SE de un coronavirus de grupo 1. Dicha secuencia de acido 
nucleico analoga puede contener sustituciones de nucleotidos conservativas o no conservativas, 
o bien puede contener uno o mas nucleotidos adicionales en cualquiera de sus extremos, o bien 
puede presentar una o mas deleciones, siempre y cuando se mantenga la SE del coronavirus del 
grupo 1. En general, dicha secuencia de icido nucleico analoga definida en b) es 
sustancialmente homologa a la secuencia de nucleotidos definida en a). En el sentido utilizado 
en esta description, la expresion "sustancialmente homologa" significa que las secuencias de 
nucle6tidos en cuestion tienen un grado de identidad de, al menos, un 60%, preferentemente de, 
al menos un 80%, o mas preferentemente de, al menos, un 95%. En una realization particular, 
la secuencia de acido nucleico analoga a la secuencia definida en a) [secuencia b)] es un 
fragmento de dicha secuencia de nucleotidos definida en a) que incluye la SE del coronavirus 
del grupo 1. 

La invention tambien incluye secuencias de acido nucleico complementarias a las 
secuencias de acido nucleico identificadas como a) o b), asi como secuencias de acidos 
nucleicos, en particular RNA, con estructuras secundarias similares a las de, al menos, una SE 
de un coronavirus del grupo 1, independientemente de la secuencia de nucle6tidos. Estas 
secuencias secundarias fiieron previstas utilizando el programa informatico M-fold (Zucker, 
1989a y b) y su existencia fue comprobada por metodos gen&icos, enzimaticos y quimicos. 

En una realization particular, la secuencia de acido nucleico de la invenci6n comprende, 
o est& constituida por, la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEC. ID. N°: 1 . La secuencia 
de nucle6tidos mostrada en la SEC. ID. N°: 1 corresponde a la secuencia de nucle6tidos 
comprendida entre el nucleotido 100 y el nucleotido 649 del cDNA del genoma del virus 
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TGEV, en concrete) del aislado PUR-46 MAD, un aislado representative de TGEV, cuya 
secuencia completa se describe en la solicitud de patente espanolaP9902673, y contiene la SE 
de dicho virus. En otra realizaci6n particular, la secuencia de acido nucleico de la invenci6n 
comprende un fragmento de dicha SEC. ID. N°: 1 que contiene la SE del virus TGEV. 



virus ha resultado sorprendente, entre otras cosas porque la SE en el coronavirus MHV se ha 
situado a 1,4 kb del extremo 3' del gen de la replicasa (Fosmire y cols., 1992), es decir, una 
zona que esta a casi 20.000 nt de la descrita aqui para la SE en el genoma del virus TGEV. 

La secuencia de acido nucleico de la invencion puede proceder de cualquier organismo 

1 0 que la contenga de forma natural, por ejemplo, un coronavirus del grupo 1 , o de un organismo 
hospedador transformado con dicha secuencia de acido nucleico, o, en general, de cualquier 
organismo que la contenga. Por tanto, la secuencia de acido nucleico de la invenci6n puede 
obtenerse utilizando m6todos convencionales, por ejemplo, mediante tecnicas de aislamiento e 
identificacion de acidos nucleicos a partir de cualquier organismo que la contenga odeun 

1 5 organismo hospedador transformado con dicha secuencia de acido nucleico, mediante el empleo 
de sondas u oligonucleotides preparados a partir de la information sobre la secuencia de 
nucleotidos proporcionada por esta invencion. 

Una caracteristica esencial de la secuencia de acido nucleico de la invencion radica en 
que dicha secuencia incluye la SE de un coronavirus del grupo 1 . La identificacion de la SE del 

20 genoma permite, entre otras cosas, el estudio de los mecanismos de encapsidacion de 
coronavirus y la generation de nuevos vectores virales bioseguros para el diseno de nuevas 
vacunas y para terapia genica, aplicables en salud animal y humana. La localization de la SE 
del genoma tiene una gran importancia practica, ademas de cientifica, y puede utilizarse, por 
ejemplo, en el desarrollo de vectores utiles con fines vacunales o destinados a terapia genica 

25 derivados de dichos coronavirus del grupo 1. 

En otro aspecto, la invencion proporciona un vector que comprende 
una secuencia de acido nucleico (I) seleccionada entre (i) una secuencia de acido 
nucleico correspondiente al genoma completo, o a una parte del mismo, de un coronavirus del 
grupo 1, y (ii) una secuencia de acido nucleico de otro virus que tiene una identidad de 

30 secuencia igual o superior al 60% con dicha secuencia (i); a la que se le ha delecionado, al 
menos, un gen esencial para el ensamblaje de dicho virus, y 



5 



La localizacidn de la SE del virus TGEV entre los nucleotidos 1 00 y 649 del genoma del 



una secuencia de dcido nucleico de la invencion. 
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En una realization particular, dicha secuencia de acido nucleico de la invenci6n se ha 
relocalizado en una posici6n distinta a la original (es decir, en una posici6n distinta a la 
position en la que habitualmente se encuentra en el virus tipo salvaje), por ejemplo, en una 
position adyacente al, o inmediatamente al lado del, gen delecionado o de uno de los genes 
5 delecionados, dando lugar, de este modo, a un vector bioseguro, es decir, que podria regenerar 
un virus competente en replication y propagation por recombination con otro virus circulante 
con una frecuencia igual o inferior a lO" 10 . Por tanto, un vector como el proporcionado por esta 
invention presenta un elevado nivel de bioseguridad ya que la frecuencia de regeneration de 
virus infectivo a partir de una recombination entre el vector y un virus de campo es muy baja 

10 [vease el Ejemplo, apartado "3. Discusion"]. 

En una realization particular, el vector proporcionado por esta invention es un vector 
viral derivado de un coronavirus del grupo 1, por ejemplo, TGEV, que comprende una 
secuencia de dcido nucleico correspondiente al genoma de dicho coronavirus del grupo 1, o un 
fragmento del mismo, al que se le ha delecionado, al menos, un gen esencial para el ensamblaje 

15 de dicho coronavirus y en el que la secuencia de acido nucleico de la invention se ha localizado 
en una position distinta a la original, por ejemplo, en una position adyacente al, o 
inmediatamente al lado del, gen delecionado o de uno de los genes delecionados. 

En otro aspecto, la invention proporciona una construction de un acido nucleico que 
comprende la secuencia de acido nucleico de la invention junto con, opcionalmente, una 

20 secuencia promotora de la transcription. Dicha construction puede encontrarse en un RNA o en 
una copia cDNA de un plasmido o vector que posee un origen de replication y es, por tanto, 
potencialmente capaz de replicarse en una celula adecuada. El ensamblaje de los elementos 
reguladores de la transcripci6n, asi como la introduction de dicha construction en un plasmido, 
puede realizarse mediante tecnicas convencionales [Sambrook et al., 1989]. Dicha construction 

25 de acido nucleico proporcionada por esta invention asi como los plasmidos que la codifican, 
constituyen objetos adicionales de esta invention. 

A partir del vector proporcionado por esta invention se pueden transformar celulas 
apropiadas y recuperar los viriones obtenidos que contienen la construction proporcionada por 
esta invention. Por tanto, la invention proporciona, ademas, un metodo para producir un 

30 coronavirus recombinante que comprende la introduction de un vector proporcionado por esta 
invention en una celula hospedadora, el cultivo de dicha celula bajo condiciones que permiten 
la expresion y replication del vector viral y la recuperaci6n de los viriones obtenidos. La 
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introduction del vector de la invention en la celula hospedadorapuede realizarse por metodos 
convencionales. Dichas celulas hospedadoras que contienen el vector de la invention 
constituyen un objeto adicional de la presente invention. 

Adicionalmente, el vector proporcionado por esta invention se puede manipular por 
5 t^cnicas de ingenieria genetica convencionales para insertar, al menos, una secuencia de un 
acido nucleico heterologo, que codifica una determinada actividad, bajo el control de los 
elementos reguladores de la transcription presentes en dicho vector. Por tanto, en otra 
realization particular, el vector proporcionado por esta invention comprende, ademas, un acido 
nucleico heterologo bajo el control de los elementos reguladores de la transcription presentes 

10 en dicho vector para permitir la expresion de dicho acido nucleico heterologo. 

En el sentido utilizado en esta description, el termino "heterologo" aplicado a un acido 
nucleico se refiere a una secuencia de acido nucleico que no esta presente normalmente en el 
vector empleado para introducir el acido nucleico heterologo en una celula hospedadora. 

El acido nucleico heterologo que puede contener el vector viral de la invention puede 

15 ser un gen, o un fragmento del mismo, que codifica una proteina, un peptido, un epitopo o 
cualquier producto genico de interes (por ejemplo, anticuerpos, enzimas, etc). El acido nucleico 
heterologo se puede insertar en el vector de la invention mediante tecnicas de ingenieria 
genetica convencionales en cualquier region apropiada del cDNA, por ejemplo, despues del 
codon iniciador de la traduction de un gen que codifica para una proteina de un coronavirus del 

20 grupo 1 y en fase de lectura con ese gen. 

El vector de la invention puede expresar una o mas acti vidades. En este ultimo caso, el 
vector viral incluira tantas secuencias de acido nucleico heterologo como actividades se van a 
expresar precedidas de uno o varios promotores, o bien de un promotor y varios sitios de 
reconocimiento del ribosoma (IRES), o bien de varios promotores y un sitio de reconocimiento 

25 del ribosoma. 

En otro aspecto, la invention proporciona un metodo para producir un producto de 
interes que comprende cultivar una celula hospedadora que contiene un vector viral de la 
invention bajo condiciones que permiten la expresion del acido nucleico heterologo y recuperar 
el producto de interes. Dichas celulas hospedadoras que contienen el vector viral de la 
30 invention constituyen un objeto adicional de la presente invenci6n. 

El vector viral de la invenci6n puede ser diseiiado de forma que se pueda controlar 
facilmente su especificidad de especie y su tropismo. Debido a estas caracteristicas, una 
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aplicacion muy interesante de los vectores virales de la invention es su empleo en terapia 



g6nica como vector del gen de interes o como vector vacunal para inducir respuestas inmunes 
frente a diferentes patogenos. 

La invention proporciona, adem£s, vacunas capaces de inducir protecci6n en un animal 
frente a la infection causada por un agente infeccioso que comprende (i) al menos, un vector 
viral de la invention que expresa, al menos, un antigeno adecuado para inducir una respuesta 
inmune frente a dicho agente infeccioso, o un anticuerpo que proporciona protection contra 
dicho agente infeccioso, junto con, opcionalmente, (ii) un excipiente farmaceuticamente 
aceptable. 

Por "inducir protection", en el sentido utilizado en esta descripci6n, debe entenderse la 
respuesta inmune del organismo receptor (animal a inmunizar) inducida por el vector viral de la 
invention, a traves de los mecanismos adecuados tales como los inducidos por sustancias 
potenciadoras de la respuesta celular (interleuquinas, interferones, etc.), factores de necrosis 
celulares y sustancias similares que hacen que el animal quede protegido frente a infecciones 
causadas por agentes infecciosos. 

El termino "animal" incluye a cualquier animal, de cualquier especie, preferentemente 
mamiferos, incluido el hombre. 

El termino "agente infeccioso", en el sentido utilizado en esta description incluye a 
cualquier agente infectivo viral, bacteriano, fungico, parasitario, u otros que puedan infectar a 
un animal y ocasionarle una patologia. 

En una realization particular, la vacuna proporcionada por esta invenci6n comprende al 
menos un vector viral de la invention que expresa, al menos, un antigeno capaz de inducir una 
respuesta inmune sistemica y/o una respuesta inmune en mucosas frente a distintos agentes 
infecciosos que se propagan en mucosas respiratorias o entericas. Los vectores objeto de la 
invention son adecuados para inducir inmunidad en mucosas asi como inmunidad lactogenica, 
de especial interes en la protection de neonatos frente a infecciones del tracto intestinal. 

En otra realization particular, la vacuna proporcionada por esta invenci6n comprende, al 
menos, un vector viral de la invention que expresa, al menos, un gen que codifica para las 
cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de cualquier isotipo (por ejemplo, IgGi, IgA, etc.) que 
proporciona protection contra un agente infeccioso. 

La especificidad de especie se puede controlar de forma que el vector viral exprese la 
proteina S de la envuelta, de un coronavirus que infecta la especie deseada (humana, canina, 
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felina, porcina, etc.), adecuada para ser reconocido por los receptores celulares de la especie 
correspondiente. 

Las vacunas proporcionadas por esta invencion pueden ser monovalentes o 
multivalentes dependiendo de si los vectores virales de la invencidn expresan uno o mas 
5 antigenos capaces de inducir una respuesta inmune frente a uno o m&s agentes infecciosos o 
bien uno o mas anticuerpos que proporcionan protecci6n contra uno o m&s agentes infecciosos. 

En una realization particular de esta invencion se proporcionan vacunas monovalentes 
capaces de proteger al hombre, cerdos, perros y gatos contra distintos agentes infecciosos 
humanos, porcinos, caninos y felinos, y el tropismo se controla expresando la glicoproteina S 

10 del coronavirus con la especificidad de especie deseada. 

Las vacunas monovalentes contra agentes infecciosos humanos pueden contener un 
vector que exprese un antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido por antigenos 
de patogenos humanos, especialmente agentes infecciosos humanos seleccionados entre 
aquellos causantes de infecciones de mucosas ent6ricas y/o respiratorias o bien cuya via de 

15 entrada sea a traves de dichas mucosas, por ejemplo, coronavirus humanos, rhinovirus 
humanos, rotavirus humanos, enterovirus humanos, virus de la gripe, y, en general, cualquier 
patogeno infeccioso, incluyendo virus y bacterias, que infectan a humanos. 

Las vacunas monovalentes contra agentes infecciosos porcinos pueden contener un 
vector que exprese un antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido por antigenos 

20 de los siguientes patogenos porcinos: Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis, 
Haemophilus parasuis, Parvovirus porcino, Leptospira, Escherichia coli, Erysipelotrix 
rhusiopathiae, Pasterella multocida, Bordetella bronchiseptica, Clostridium sp., Serpulina 
hydiosenteriae, Mycoplasma hyopneumoniae y PEDV, coronavirus respiratorio porcino, 
rotavirus, virus de la fiebre aftosa (FMDV), o contra los patogenos causantes del sindrome 

25 respiratorio y reproductivo porcino, la enfermedad de Aujeszky (Pseudorabies), influenza 
porcina o gastroenteritis transmisible y el agente etiologico de la rinitis atrofica y de la ileitis 
proliferative 

Las vacunas monovalentes contra agentes infecciosos caninos pueden contener un 
vector de expresi6n que exprese un antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido 
30 por antigenos de los siguientes patogenos caninos: herpesvirus caninos, adenovirus canino tipos 
1 y 2, parvovirus canino tipos 1 y 2, reovirus canino, rotavirus canino, coronavirus canino, virus 
de la parainfluenza canina, virus de la influenza canina, virus del moquillo (Distemper virus), 
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virus de la rabia, retrovirus y calicivirus canino. 

Las vacunas monovalentes contra agentes infecciosos felinos pueden contener un vector 
de expresion que exprese un antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido por 
antigenos de los siguientes pat6genos felinos: calicivirus del gato, virus de la inmunodeficiencia 
felina, herpesvirus felinos, virus de la panleucopenia felina, reovirus felino, rotavirus felino, 
coronavirus felino, virus de la peritonitis infecciosa del gato, virus de la rabia, Chlamydia 
psittaci felina, y virus de la leucemia felina. 

Los vectores de la invention pueden expresar un anticuerpo que proporciona protection 
contra un agente infeccioso, por ejemplo, un agente infeccioso porcino, canino o felino como 
los citados previamente. En una realization particular, el vector expresa el anticuerpo 
monoclonal recombinante identificado como 6A.C3 que neutraliza el virus TGEV, expresado 
con isotipos IgGi o IgA en el que la parte constante de la inmunoglobulina es de origen porcino 
o anticuerpos neutralizantes para rotavirus humanos y porcinos. 

Como excipiente puede utilizarse un diluyente tal como suero salino fisiologico u otras 
soluciones salinas similares. Asimismo, estas vacunas pueden contener tambien un adyuvante 
de los habitualmente utilizados en la formulaci6n de vacunas, tanto acuoso, tal como hidrdxido 
de aluminio, QuilA, suspensiones de geles de alumina y similares, como oleoso, a base de 
aceites minerales, glic^ridos y derivados de acido graso, y sus mezclas. 

Estas vacunas tambien pueden contener sustancias potenciadoras de la respuesta celular 
(PRC), es decir, sustancias potenciadoras de subpoblaciones de celulas T helper (Thi y TI12) 
tales como interleuquina-1 (IL-1), EL-2, DL-4, IL-5, DL-6, IL-12, g-EFN (interferon gamma), 
factor de necrosis celular y sustancias similares, que podrian, te6ricamente, provocar inmunidad 
celular en los animales vacunados. Estas sustancias PRC podrian utilizarse en formulaciones 
vacunales con adyuvantes acuosos u oleosos. Tambien pueden utilizarse otro tipo de adyuvantes 
que modulan e inmunoestimulan la respuesta celular tales como el MDP (muramil dipeptido), 
ISCOM (Immuno Stimulant Complex) o liposomas. 

La invenci6n proporciona vacunas multivalentes capaces de prevenir y proteger 
animales de las infecciones causadas por distintos agentes infecciosos. Estas vacunas 
multivalentes pueden elaborarse a partir de vectores virales de la invenci6n en los que se han 
insertado las distintas secuencias que codifican los antigenos correspondientes en el mismo 
vector recombinante o bien construyendo vectores recombinantes independientes que 
posteriormente se mezclarian para su inoculation conjunta. Por tanto, estas vacunas 
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multivalentes comprenden un vector viral que contiene mks de una secuencia de dcidos 
nucleicos heter61ogos que codifican para mds de un antigeno o, alternativamente, distintos 
vectores virales que expresan, cada uno de ellos, al menos un antigeno distinto. 

Analogamente, se pueden preparar vacunas multivalentes que comprenden vectores 
5 multivalentes utilizando secuencias que codifican anticuerpos que proporcionan protection 
contra agentes infecciosos en lugar de secuencias que codifican los antigenos. 

En una realization particular de esta invencion se proporcionan vacunas capaces de 
conferir inmunidad a hombres, cerdos, perros y gatos contra distintos agentes infecciosos 
humanos, porcinos, caninos y felinos, repectivamente. Para ello, los vectores virales contenidos 
10 en la vacuna deben expresar distintos antigenos de los patogenos humanos, porcinos, caninos o 
felinos previamente mencionados. 

Las vacunas de esta invencion pueden presentarse en forma Hquida o liofilizada y 
pueden prepararse suspendiendo los sistemas recombinantes en el excipiente. Si dichos 
sistemas estuvieran en forma liofilizada, el propio excipiente podria ser el reconstituyente. 
1 5 Alternativamente, las vacunas proporcionadas por esta invencion se pueden utilizar en 

combinaci6n con otras vacunas convencionales, ya sea formando parte de las mismas o bien 
como diluyente o fraction liofilizada para diluirse con otras vacunas ya sean convencionales o 
recombinantes. 

Las vacunas proporcionadas por esta invencion pueden administrate al animal por via 
20 oral, nasal, subcutanea, intradermica, intraperitoneal, intramuscular o por medio de aerosol. 

Una caracteristica propia de las vacunas proporcionadas por esta invencion es su 
elevado nivel de bioseguridad, derivado del hecho de que se parte de vectores derivados de 
genomas virales a los que se les ha delecionado un gen esencial para el ensamblaje del virus y 
en los que se ha relocalizado la SE en posici6n adyacente o al lado del gen delecionado con lo 
25 que el riesgo de que se recupere el virus salvaje por recombination es practicamente 
inexistente. 

La invencion tambien proporciona un metodo para la inmunizacion de animales, en 
particular, hombres, cerdos, perros y gatos, contra uno o varios agentes infecciosos de forma 
simultanea, que comprende la administration por via oral, nasal, subcutanea, intradermica, 
30 intraperitoneal, intramuscular o por medio de aerosol (o formas combinadas de estas) de una 
vacuna que contiene una cantidad inmunologicamente eficaz de un sistema recombinante 
proporcionado por esta invenci6n. 
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Adicionalmente, la invention tambien proporciona un m6todo para proteger a los 
animates recien nacidos contra agentes infecciosos que infectan adichos animales, que consiste 
en la administration por via oral, nasal, subcut£nea, intrad&mica, intraperitoneal, intramuscular 
o por medio de aerosol (o formas combinadas de estas) a las madres antes de o durante el 
5 periodo de gestation, o a su progenie, una vacuna de las proporcionadas por esta invention. 

La invention se ilustra mediante el siguiente ejemplo que describe la identification de 
una region del genoma de TGEV que contiene la SE de dicho coronavirus. Este ejemplo no 
debe ser considerado como limitativo del alcance de la invention sino como ilustrativo de la 
misma. 

10 

EJEMPLOS 

Para la realizaci6n del Ejemplo 1 que se describe de forma detallada mas adelante, se 
ban utilizado, con caracter general, los Materiales yMetodos que se describen a continuation. 



15 Materiales v Metodos 

1. C61ulas eucarioticas 

LI Lineas celulares 

Las celulas utilizadas para el crecimiento, titulacion y purification del virus TGEV 
fueron las celulas ST (swine testicle cells), una linea celular obtenida a partir de celulas 
20 epiteliales de testiculo de cerdo embrionario (McClurkin y Norman, 1966). Estas celulas se 
obtuvieron de L. Kemeny (National Animal Disease Center, Ames Iowa, EE.UU.). 

1.2 Crecimiento de las celulas eucariotas 

Las celulas ST se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco 's Modified Eagle Medium) 
suplementado con suero fetal de ternera (SFT) al 10% (GIBCO-BRL), 50 mg/ml de 
25 gentamicina, glutamina 2 mM y aminoacidos no esenciales al 1%. 

1.3 Marcaie metabolico con 35 S-metionina/cisteina 

Para la production de virus marcado con 35 S-metionina/cisteina las celulas se crecieron 
en monocapas en placas de cultivo de 60 mm de diametro (Nunc). La monocapa se lavo dos 
veces con DMEM sin metionina/cisteina y se anadieron 100 |iCi de [ 35 S]-metionina/cisteina 
30 (Pro-mix L-[ 35 S]- in vitro cell labeling mix, Amersham Pharmacia Biotech) en el medio de 
cultivo. La infection con el virus TGEV se llevo a cabo posteriormente al marcaje metabolico a 
37 °C durante 15-18 h. 
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2. Virus 

2.1 Virus utilizados 

El virus de la gastroenteritis porcina transmisible (TGEV) utilizado pertenece al 
conjunto de aislados Purdue y se obtuvieron en Indiana en 1 946 (Doyle y Hutchings, 1 946). El 
5 virus se adapt6 a crecer en cultivos celulares (Haelterman y Pensaert, 1 967) y fue cedido por E. 
H. Bohl (Ohio State University, Wooster, Ohio, Estados Unidos). Este aislado del virus TGEV 
se habia pasado 115 veces en c61ulas ST, y fue clonado cinco veces consecutivas en el 
laboratorio de los inventores. El clon seleccionado se denomino PUR46-CC 1 20-MAD, 
abreviadamente PUR46-MAD (Sanchez y cols., 1 990). Este es un virus atenuado que crece bien 
10 en cultivos celulares proporcionando titulos comprendidos entre 10 8 y 10 9 ufp/ml. 

En los experimentos de encapsidaci6n se utilizaron inoculos de virus TGEV con 
particulas defectivas que llevaban el minigenoma M39-GUS encapsidado. La construction del 
minigenoma y la production de los inoculos se ha descrito anteriormente (Alonso y cols., 2002; 
Izetaycols., 1999). 
15 2.2 Crecimiento v purification del virus TGEV 

El virus TGEV se purifico siguiendo dos metodologias distintas. El primer protocolo de 
purification se baso en un metodo dependiente de su densidad por centrifugacion a traves de 
gradientes de sacarosa. El segundo metodo se baso en la captura del virus con anticuerpos 
monoclonales (Acms) especificos frente a las proteinas de membrana (inmunocaptura o 
20 inmunopurificacion). En el primer metodo, las celulas ST se crecieron en monocapas en 
botellas rotatorias de 500 cm 2 de superficie de cultivo, obteniendose 100 millones de celulas 
por botella. Las celulas se infectaron con inoculos del virus TGEV con una multiplicidad de 
infection (mdi) de 5 unidades formadoras de placa (ufp) por celula. Los sobrenadantes de las 
celulas infectadas se recogieron a las 42 h y se clarificaron por centrifugacion en el rotor GSA 
25 de SORVALL a 6.000 rpm durante 20 min a 4°C. El virus del sobrenadante clarificado se 
sediment6 por ultracentrifiigacidn a traves de un colchon de sacarosa al 31% en tampon TEN 
(Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 1 M, pH 7,4) en el rotor SW60.Ti de Beckmann, a 
27.000 rpm durante 1 h a 4°C. El virus sedimentado se resuspendio en tampon TEN con Tween- 
20 al 0,05% y se centrifiigo a traves de un gradiente continuo de sacarosa del 30% al 42% en 
30 tampon TEN, a 27.000 rpm en el rotor SW60.Ti de Beckmann durante 2 h a 4°C. El gradiente 
se fracciono desde el fondo y las fracciones que contenian virus se identificaron por absorbancia 
de luz ultravioleta (260 nm). Estas fracciones se diluyeron con tampon TEN. A continuation, 
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los viriones se sedimentaron por ultracentrifugacion a 27.000 rpm durante 1 h y se 
resuspendieron en tampon TNE (Tris-HCl, 10 mM, pH 7,4, EDTA, 1 mM andNaCl, 100 mM), 
hasta una concentracion de 1 |ig/|al. La pureza del virus se estableci6 mediante electroforesis 
SDS-PAGE visualizando las proteinas del virus por tincion con nitrato de plata. 



marcadas o sin marcar metabolicamente, se recuperaron y clarificaron por centrifugacion a baja 
velocidad en una microfuga (3.000 rpm durante 5 minutos). Los viriones se concentraron 100 
veces por ultracentrifugacion a 27.000 rpm a 4°C durante 50 minutos en el rotor SW60.Ti de 
Beckmann, a traves de un colchon de sacarosa al 30% en tampon TNE. El sobrenadante se 

1 0 retiro mediante aspiration con bomba de vacio y los viriones se resuspendieron en 30-40 \xl de 
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Los viriones recuperados se analizaron por 
transferencia e inmunodeteccidn con anticuerpos monoclonales, o por autorradiografia. A 
continuation se fijo proteina A (Amersham Pharmacia Biotech) en placas de vinilo de 96 
pocillos (5 fig en 100 \il de tampon PBS por pocillo) (Data Packaging Corporation) por 

15 incubation durante 2 h a 37°C. Los sitios activos de la placa se bloquearon con 120 jaI de 
tampon PBS-BSA al 5% durante 2 h a 37°C. El tamp6n de bloqueo se retir6, se lavaron los 
pocillos dos veces con 120 jil de PBS-BSA al 0,1% y se anadio anticuerpo monoclonal (Acm) 
de conejo anti-raton (10 ]iig/pocillo). Los anticuerpos se incubaron durante 1 h a 37 °C. Los 
pocillos se lavaron dos veces con 120 jil de tampon PBS-BSA al 0.1% y se anadieron los 

20 anticuerpos monoclonales (Acms) especificos frente a las proteinas estructurales N y M del 
virus TGEV (6 fig de anticuerpos por pocillo, en un volumen final de 60 jil en PBS-BSA al 
0,1%), durante 1 h a 37°C. Los pocillos se lavaron dos veces con tampon PBS-BSA al 0, 1% y 
se anadieron los viriones concentrados (unos 5 \ig en 30 \x\) durante 12 h a 4°C. Los pocillos se 
lavaron entre 10 y 15 veces y los viriones inmunopurificados se procesaron dependiendo del 

25 tipo de analisis (vease mas adelante). 

2. 3 Purification de las capsidas v nucleocapsidas del virus TGEV 

Las capsidas del virus se obtuvieron a partir de 100 o 300 fig de virus purificado, 
disolviendo las membranas virales con el detergente no ionico NP-40 a una concentracion final 
del 1%, en una solucion tampon compuesta de 100 mM Tris-HCl, 10 mM MgCh, pH 8 

30 (tampon BD), en un volumen final de 500 jil. La disoluci6n de las envueltas lipidicas se llevo a 
cabo a temperatura ambiente durante 15 6 30 minutos, en agitacion. Las capsidas se purificaron 
por ultracentrifugacion a traves de un gradiente continuo de sacarosa del 15% al 45% en 
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En el segundo metodo, los sobrenadantes obtenidos a partir de celulas infectadas, 



WO 03/062424 




YES03/00038 



17' 



tamp6n BD, o por sedimentaci6n a trav6s de un colch6n de sacarosa al 25%, en el rotor 
SW60.Ti de Beckmann, a 27.000 rpm durante 50 minutos a 4°C. El gradiente se fraccion6 
desde el fondo y las fracciones que contenian las capsidas se identificaron por electroforesis 
SDS-PAGE y tincion con nitrato de plata. Las fracciones con capsidas se identificaron y 
5 visualizaron por microscopia electronica y se diluyeron en tamp6n BD. Las capsidas se 
sedimentaron por ultracentrifugacion a 27.000 rpm durante 50 minutos a 4°C en el rotor 
S W60.Ti de Beckmann, y se resuspendieron en tamp6n de union (BU; 1 0 mM HEPES pH 7,4, 
1 mM DTT, 10 mM MgCl 2 , 50 mM NaCl, 10% glicerol, y 0,1 mM EDTA) (Homann y cols., 
1991) hasta alcanzar una concentracion final en proteina de 1 (ag/|il. La pureza de las capsidas 

10 se analizo mediante electroforesis SDS-PAGE y tinci6n con nitrato de plata. 

Las nucleocapsidas se obtuvieron a partir de 100 ng de c&psidas purificadas 
desensambladas por tratamientos con KC1 400 mM en tampon BD, en un volumen final de 400 
jil. Las nucleocapsidas se sedimentaron por ultracentrifugacion a 27.000 rpm durante 50 
minutos a 4°C en el rotor S W60.Ti de Beckmann, a traves de un colchon de sacarosa al 22% en 

15 tamp6n BD. El sobrenadante se elimino y las nucleocapsidas se resuspendieron en 50 de 
tampon BU hasta alcanzar una concentracion final en proteina de 1 jig/fil. 

3. Bacterias 

3.1 Cepas bacterianas 

20 Para la clonacion de plasmidos se utilizo la cepa de Escherichia coli XLl-Blue 

(Stratagene) (Bullock y cols., 1987), que contiene un episoma F' con el gen de resistencia a 
tetraciclina y una porcion del gen de la P-galactosidasa. El genotipo de esta cepa bacteriana es: 
endkX hsdRU (r k _, m k .) supE44 thi-\ recAX gyrA96 re/Al A(lac) [F r proAB lacIJZJAl5 
7>il0(tet R )]. 

25 3.2 Preparation de bacterias competentes 

Para la amplification y producci6n de bacterias E. coli XLl-Blue competentes para la 
electroporaci6n, estas se crecieron en medio suplementado con tetraciclina a una concentraci6n 
de 20 |ag/ml. Se inocularon 10 ml de medio SB (triptona 30 g/1, extracto de levadura 20 g/1, 
MOPS 10 g/1) con glucosa 20 mM, con una colonia procedente de una placa fresca y las 

30 bacterias se incubaron durante 1 2 h a 37°C y en agitacion. Con 2 ml de este cultivo se inocul6 1 
1 de medio SB suplementado con glucosa 2 M y las bacterias se crecieron a 37°C hasta alcanzar 
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una densidad 6ptica a 600 nm comprendida entre 0,8 y 0,9 unidades de absorbancia. El cultivo 
se enfrio en hielo durante 20 minutos y las bacterias se centrifugaron en el rotor GSA de 
SORVALL a 4.000 g durante 1 5 minutos a 4°C. Las bacterias se resuspendieron en frio en 1 1 
de glicerol al 10%. Las bacterias se volvieron a centrifugar y se resuspendieron en 500 ml de 
5 glicerol al 10%. Las bacterias se sedimentaron y se resuspendieron en 250 ml de glicerol al 
10%. Finalmente. las bacterias se centrifugaron y se resuspendieron en 3 ml de glicerol al 10%. 
Las bacterias se repartieron en alicuotas de 100 p\ y se guardaron a -70°C hasta su uso para 
electroporacion. La eficiencia de transformacion de las bacterias se calcul6 electroporando un 
plasmido pBluescript de concentracion conocida como referenda, y fue reproduciblemente en 

10 torno a 10 9 colonias/^ig de DNA. 

3.3 Transformacion de bacterias por electroporaci6n de plasmidos 

Se utilizaron 50 [il de bacterias competentes para la transformacion. Se anadio 1 jjiI de 
cada reaction de ligacion, 6 10 ng de plasmido purificado a las bacterias y se incubo en hielo 
durante 1 minuto. A continuation, las bacterias con los plasmidos se transfirieron a cubetas de 

1 5 electroporacion de 0,2 cm (Bio-Rad), y se transformaron mediante un pulso electrico de 2,5 kV, 
25 nF y 200 en un electroporador "GenePulser" (Bio-Rad). A continuaci6n, se anadio 1 ml 
de medio LB frio y las bacterias se incubaron a 37°C en agitation durante 1 h. Entre 50 y 100 \i\ 
de la suspension de bacterias transformadas se sembraron en placas de petri con LB (medio 
Luria-Bertani) en medio solido (15 g/1 de agar) suplementado con ampicilina (100 ng/ml). Las 

20 bacterias se crecieron durante 16 horas a 37°C. 

Para la production y purification de plasmidos, las bacterias transformadas con 
plasmidos que conferian resistencia a ampicilina se crecieron a partir de una colonia aislada en 
placa, en medio Hquido LB suplementado con ampicilina a 100 ^ig/ml. 



25 4. Pl&smidos 

4.1 Plamidos de clonaje de productos de PCR 

Para el clonaje de productos de PCR se utiliz6 el plasmido pGEMT (Promega). Este 
pl&smido contiene los promotores de los bacteriofagos T7 y SP6 separados por el gen LacZ 
interrumpido por dos secuencias protuberantes T entre las cuales se situa una secuencia de 
30 multiclonaje. Este plasmido confiere resistencia a ampicilina para su selection. 

4.2 Plasmidos de expresion en celulas eucariotas 

Para el clonaje y expresion de genes en celulas eucariotas se utilizo el plasmido 
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pcDNA3 (Invitrogen). Este pl&smido contiene los promotores de genes inmediatamente 
tempranos de citomegalovirus (CMV) y T7 seguidos por una secuencia multiclonaje y la 
secuencia de poliadenilaci6n de la hormona de crecimiento bovina (BGH). Este plasmido 
confiere resistencia frente a los antibi6ticos ampicilina y geneticina, para su selection tanto en 
5 bacterias como en celulas eucariotas. 

El plasmido pSL1190 (Pharmacia) se utilizo para el clonaje y expresion de 
minigenomas derivados del virus TGEV bajo el control del promotor de CMV (Alonso y cols., 
2002; Izeta y cols., 1999). 
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1 0 5. Manipu laci6n de DNA 

5.1 Enzimas de restriccion v clonaje 

Para la manipulation y clonaje de DNA las enzimas de restriccion BarriHI, Ndel, Sail, 
Apal y Clal se adquirieron de Boehringer Mannheim o de New England Biolabs. Para la 
desfosforilacion de los extremos de DNA se utilizo la fosfatasa alcalina de gamba (SAP) (USB). 
1 5 Para la ligacion de DNA, se empleo la DNA ligasa del fago T4 (New England Biolabs). Todos los 
tratamientos con enzimas de restricci6n, desfosforilaci6n y ligacion de DNA se hicieron siguiendo 
los protocolos previamente descritos (Sambrook y cols., 1989). 

5.2 Reaction en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para amplificar DNA apartir de un molde, frecuentemente plasmidos, se utilizaron entre 
20 50 y 100 ng de plasmido y se aftadieron los oligonucleotides correspondientes (10 jaM), 

deoxinucleotidos trifosfato (ATP, GTP, TTP y CTP) 0,25 mM, MgCl 2 1,25 mM, tampon PCR 

(Tris-HCl 10 mM pH 8,3, KC1 50 mM) y 2,5 U de Taq DNA polimerasa (Thermus aquaticus) 

(Perkin Elmer), en un volumen final de 50 jal. Las reacciones se realizaron en el termociclador 

GeneAmp PCR System 9600 de Perkin Elmer. 
25 5.3 Separation de DNA por electroforesis en gel de agarosa 

Para la separaci6n de fragmentos de DNA se utilizaron geles de agarosa D-l Media EEO 

(Pronadisa) al 1%, con bromuro de etidio (1 ng/ml), en tampon TAE IX (Tris-acetato 40 mM, 

EDTA 1 mM). 

5.4 Purificaci6n de DNA 

30 Los plasmidos crecidos en bacterias en presencia de los antibioticos de selecci6n se 

purificaron utilizando el sistema "CONCERT™ Rapid Plasmid Miniprep System' 9 (Life 
Technologies) para la preparacidn de pequenas cantidades de DNA plasmidico, y el sistema 
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"Qiafilter Midi-Plasmid Kit" (Qiagen) para preparatories de cantidades intermedias de DNA 
plasmidico. El DNA obtenido a partir de geles de agarosa se purifico utilizando el sistema "QiaEx 
II Gel Extraction Kit" (Qiagen). La purificaci6n de productos de PCR se realizo mediante el 
sistema "QIAquick PCR Purification Kit" (Qiagen). En todos los casos se siguieron las 
5 instrucciones proporcionadas por los proveedores. 

6. Analisis del RNA 

6.1 Extracci6n de RNA celular 

Para el analisis del RNA producido en infecciones con el virus TGEV clon PUR46- 
10 MAD, se infectaron monocapas de celulas ST confluentes crecidas en placas de cultivos de 60 
mm de di&metro (NUNC) con inoculos de virus a una mdi de 1 . Las celulas se lisaron a las 12 
hpi con 1 ml del reactivo ULTRASPECT siguiendo el protocolo proporcionado por la casa 
comercial (Biotecx) basado en el metodo de fenolizacion acida en presencia de isotiocianato de 
guanidina. El RNA se purifico y se resuspendio en 40 ^1 de agua tratada con DEPC y 20 
1 5 unidades de inhibidor de RNAsa (Roche). 

6.2 Extraction de RNA de viriones 

Se utilizaron 10 ^ig de virus para el analisis del RNA encapsidado en viriones 

parcialmente y totalmente purificados por centrifugacion a traves de un colchon de sacarosa al 

31% o en gradiente continuo de sacarosa, respectivamente. El RNA se extrajo con 100 jil del 
20 reactivo ULTRASPECT en presencia de 40 jig de RNA celular de levadura. El RNA se purifico 

siguiendo las instrucciones de la casa comercial y se resuspendio en 40 \\\ de agua DEPC con 

20 unidades de inhibidor de RNAsas. 

Para el analisis del RNA encapsidado en viriones purificados por inmunocaptura, una 

vez que los viriones se inmunocapturaron y se lavaron, se anadieron 10 jag deRNA de levadura 
25 por pocillo, para favorecer la precipitation del RNA viral, y se extrajo el RNA de los viriones 

con 100 |il del reactivo ULTRASPECT por pocillo. El RNA se purifico y se resuspendio como 

se ha descrito anteriormente. 

6.3 An&lisis por RT-PCR 

Para la detection del RNA gen6mico y de cada uno de los RNAs subgenomicos del virus 
30 obteniendo DNA complementario se realizaron reacciones de transcription inversa (RT), con 
oligonucleotides especificos antisentido (-) que hibridaban con cada una de las ORFs de cada 
RNA subgen6mico (Tabla 1). Las reacciones se realizaron en un volumen de 20 \i\ a 42°C durante 
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una hora, en presencia de deoxinucleotidos trifosfatos (ATP, GTP, TTP, CTP) 0,25 mM, DTT 1 
mM, MgCl 2 2,5 mM, tamp6n PCR y 6 unidades de transcriptasa inversa del virus de la 
mieloblastosis aviar (AMV) (Seikagaku). 

Para la deteccion del minigenoma M39-GUS y del RNA subgenomico derivado del 
5 minigenoma M39-GUS, se utilizo el oligonucle6tido GUS (5'-GACCCACACTTT 
GCCGTAATGAGTGACCGCA-3') que hibrida especxficamente con el gen gus presente en el 
minigenoma y con su RNA mensajero, o el oligonucledtido GUS 297 (5'- 
GACCC AC ACTTTGCCGT AATGAG-3 *). 



1 0 reacciones de RT. Para la amplificaci6n del RNA genomico se utiliz6 el oligonucleotide 1.7, que 
hibrida en las posiciones 1 .660 y 1 .676 del RNA gen6mico, o el oligonucleotide 1 .8, que hibrida 
en las posiciones 1.849 y 1.870. Para la amplificacion de los RNAs subgenomicos se emplearon 
cada uno de los oligonucleotides antisentido descritos anteriormente junto con un oligonucleotido 
con la secuencia Hder del virus TGEV (Oligonucleotido Mder; 5'- 

1 5 AGATTTTGTCTTCGGACACCAACTCG -3 El minigenoma M39-GUS se detecto utilizando 
el oligonucleotido antisentido GUS o GUS 297 junto con el oligonucleotido 19949, que hibrida 
entre las posiciones 3.228 y 3.245 en el minigenoma. 



La amplificacion del DNA se realizo mediante PCR utilizando como molde 10 jxl de las 
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7. An&lisis de proteinas 

7.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida ( SDS-PAGE) 

Todas las muestras de proteinas se analizaron en geles del 10% de poliacrilamida en 
presencia de dodecil sulfato de sodio (electroforesis SDS-PAGE) o en geles en gradiente lineal 
5 de poliacrilamida (5% al 15%) (Laemmli, 1970). Las proteinas se tifleron en el gel con el 
reactivo "GelCode Blue stain" (PIERCE) o con nitrato de plata (Ansorge, 1985). 

7.2 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa e inmunodetecci6n con 
anticuerpos especificos (transferencia e inmunodeteccion. o transferencia tipo Western) 

Para la deteccion de las proteinas por transferencia e inmunodetecci6n, las proteinas 
1 0 separadas por electroforesis SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa con un 
aparato de electrotransferencia Mini Protean II (Bio-Rad), a 1 50 mA durante 2 h en tampon de 
transferencia (25 mM Tris-192 mM glicina, 20% metanol, pH 8,3). Las membranas se 
bloquearon durante 2 h con un 5% de leche desnatada en polvo (Nestle) en tampon TBS (20 
mM Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl) a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron 
15 con los Acms especificos para las proteinas S, N, M o fl-glucuronidasa (GUS). El anticuerpo 
unido se detect6 con anticuerpos de conejo especificos para inmunoglobulinas IgG de raton o 
con anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo, conjugados con la peroxidasa de 
rdbano, utilizando el sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham Pharmacia Biotech). 

7.3 Anticuerpos 

20 La especificidad de los Acms 5B.H1, 9D.B4, 3D.E3, 3B.B3, 3D.C10, 25.22 y 1 A6 se ha 

caracterizado previamente (Charley yLaude, 1988; Jimenez y cols., 1986; Laudeycols., 1992; 
Martin-Alonso y cols., 1992; Risco y cols., 1995; Sune y cols., 1990; Wesley y cols., 1988; 
Woods y cols., 1987). Los Acms 9D.B4, 3B.B3 y 3D.E3 reconocen especificamente el extremo 
carboxilo de la proteina M del virus TGEV, y los Acms 25.22 y 1 A6 son especificos para el 

25 extremo amino (Charley y Laude, 1988; Laude y cols., 1992; Wesley y cols., 1988; Woods y 
cols., 1987). Los Acms 3D.C10 y 5B.H1 reconocen las proteinas N y S del virus TGEV, 
respectivamente (Jimenez y cols., 1986; Martin-Alonso y cols., 1992). El antisuero de conejo 
especifico para la proteina GUS se adquiri6 de la empresa 5 Prime — >3 Prime, Inc. La fraction 
F(ab)2 de un anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de raton conjugado a rodamina se 

30 adquirio de Cappel. El anticuerpo de conejo anti-inmunoglobulinas de rat6n utilizado en las 
inmunopurificaciones del virus TGEV se adquirio de Cappel. 
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8. Estimaci6n de la relaci6n molar entre las proteinas M y N en viriones y c&psidas 
puriflcadas 

Virus y c&psidas puriflcadas (2 jig) se analizaron por electroforesis SDS-PAGE en 
gradiente de poliacrilamida (5% al 20%) y las proteinas estructurales se tineron con nitrato de 
plata. Las bandas de proteina se cuantificaron por densitometria utilizando el programa "Gel 
Documentation System 2000" (Biorad). Se utilizaron siete purificaciones independientes de 
virus para estimar la relacion molar entre las proteinas M y N, tanto en viriones como en 
capsidas. La distribuci6n normal de la relacion molar M/N se comprobo con el test de Chi- 
cuadrado (Martin Andres y Luna del Castillo, 1994). La relacion estequiometrica M/N entre los 
viriones y las capsidas se comparo mediante el test no parametrico t de Wilcoxon (Motulsky, 
1995). 

9. Uni6n directa de Acms a la superficie del viridn TGEV 

Para estudiar los dominios de la proteina M expuestos en la superficie del virus TGEV, 
se incubaron 50 \x% de virus purificado con 5 jig de los Acms 25.22, 9D.B4 y 3D.E3, 
especificos para la proteina M, y el Acm 3D.C 1 0, especi fico para la proteina N, en un vo lumen 
final de 500 \i\ de tampon TNE con Tween-20 al 0,05%, durante 2 h a 4°C. Los viriones se 
sedimentaron por ultracentrifugacion a traves de un colchon de sacarosa al 30% en tamp6n 
TNE con Tween-20 al 0,05%, a 27.000 rpm en el rotor SW60.Ti de Beckmann durante 1 h a 
4°C. Los viriones se resuspendieron en 50 \i\ de tampon TNE. El virus TGEV se incubo con el 
Acm 3D.C10 en ausencia y en presencia del detergente NP-40 al 1%, como control de la 
integridad de la estructura del virus. Los virus con los Acms unidos a su superficie se 
analizaron por electroforesis SDS-PAGE y las cadenas de inmunoglobulina de los Acms se 
detectaron directamente por transferencia e inmunodeteccion con un anticuerpo de conejo anti- 
inmunoglobulinas de raton conjugado a peroxidasa. 

Para averiguar si la proteina M presente en las preparaciones de las capsidas puriflcadas 
provenia de la envuelta viral, se anadio NP-40 hasta una concentracion final del 1% a 
preparaciones de virus con Acms especificos para la proteina M unidos a su superficie, y la 
mezcla se agito durante 10 minutos para romper las membranas del virus. Las capsidas 
liberadas se sedimentaron por ultracentrifugaci6n a trav6s de un colchon de sacarosa al 25% en 
tampon TNE con NP-40 al 1 %, a 27.000 rpm durante 50 minutos a 4°C en el rotor S W60.Ti de 
Beckmann. Las cdpsidas se recuperaron en 30 jal de solucion de carga para electroforesis SDS- 



WO 03/062424 ^ ^T/ES03/00038 

25 

PAGE. La presencia de las cadenas de inmunoglobulina se estudio en los viriones y en las 
capsidas por transferencia e inmunodetecci6n. 

EJEMPLO 1 

5 

IDENTIFIC ACION DE LA SENAL DE ENCAPSIDACI6N EN EL GENOMA DEL 

VIRUS TGEV 

1. Materiales y MStodos 

1.1 Disefto experimental 

10 El diseno experimental para la identification de la SE en el virus TGEV se baso en la 

deteccion de la encapsidacion de RNAs mediante inmunocaptura de viriones acoplada a la 
deteccion de los RNAs por RT-PCR. Se estudio la secuencia de RNA que habria que anadir a 
un RNA subgenomico mensajero para que se encapsidara en viriones. Para ello, se tomo como 
base el minigenoma M39-GUS, que se encapsida especificamente, en contraste con el RNA 

1 5 mensajero subgenomico para el gen gus (sgmGUS o mRNA-GUS). Las secuencias que podrian 
contener la SE (Figura 1) se clonaron despues de la secuencia conservada CTAAAC 
(CUAAAC en el RNA) de la secuencia reguladora de la transcription (TRS) del minigenoma 
(Figura 2). Los RNAs mensajeros derivados del minigenoma estarian formados por la secuencia 
lider fusionada a la secuencia conservada (CUAAAC) seguida del resto de la secuencia del 

20 minigenoma. Estos minigenomas producirian mRNAs subgenomicos que potencialmente 
contendrian la region responsable de la encapsidacion del genoma, y estos mensajeros, en 
principio, se encapsidarian en viriones. 

1 .2 Clonaie en el minigenoma M39-GUS de las secuencias que potencialmente contienen la SE 

Para la selection de las secuencias que potencialmente contendrian la SE se partio del 
25 minigenoma M33, el mas pequeno que se rescata eficientemente en cultivos celulares (Figuras 
1 y 3). La SE se restringio a dos zonas discontinuas en el genoma del virus, presentes en la 
region 5* del minigenoma M33. La primera zona, la region A, se compone de los primeros 
2.144 nucleotidos del extremo 5' del virus, y la segunda, la region B, precede de 568 nt de la 
secuencia solapante entre las ORFs la y lab, entre los nucle6tidos 12. 1 95 y 12.763 del genoma 
30 del virus TGEV. A su vez, la region A se subdividio en fragmentos de 550 nt, que se solapaban 
50 nt entre si (Figura 1). Estos fragmentos se amplificaron por PCR utilizando oligonucleotides 
sinteticos (Tabla 2) que flanqueaban cada una de las regiones, introduciendo secuencias de 
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restriction Sail en los extremos de los fragmentos amplificados. Los fragmentos de PCR se 
digirieron directamente con el enzima Sail y se clonaron en el plasmido pSLl 190 (pCMV)- 
M39-GUS cortado con el enzima Sail (Figura 2). Los plismidos obtenidos se analizaron por 
secuenciacion, seleccionando aquellos que contenian las regiones Al, A2, A3, A4 y B en fase 
(Figura 2). 



WO 03/062424 



27 



£ 
E 

E 
o 
a 

OA 



ON 

vo 
■ 


1149 


-1649 


-2144 


o 


599- 


ON 


ON 


o 


ON 


ON 




o 





NO 



ON 



a 



o 

a 

o 
or 



o 
S 

3 
Q 

O 
00 




H 
H 
H 



Si 

o 
o 

5 

o o 

< H 

O O 

O H 

H O 

O < 

O H 

0 U 

O 

o 

1 5 

o o 

8 3 

H O 

O < 

O O 

O O 



a 

I 



WO 03/062424 





VES03/00038 



28 



1.3 Rescate de los minigenomas generados 

Se transfectaron en celulas epiteliales de testiculo de cerdo (ST) por lipofecci6n 5 
Hg de cada plasmido que incluian cada uno de los minigenomas bajo el control del 
promoter de CMV. Las celulas se infectaron con el virus TGEV a una multiplicidad de 
5 infecci6n (mdi) de 5 a las 12 horas post-transfeccion. Los sobrenadantes obtenidos de la 
transfecci6n/infeccion se utilizaron para infectar celulas ST confluentes (pase 1) y el 
sobrenadante se volvio a pasar otras dos veces en celulas ST (pases 2 y 3) (Figura 4). 
13.1 Deteccion de minigenomas v mRNAs subgenomicos en c61ulas ST v en los viriones 



10 minigenomas y los mRNAs subgenomicos de los minigenomas por RT-PCR. Para la 
deteccion del minigenoma y de los mRNAs subgenomicos se realizo una reaction de RT 
utilizando el oligonucleotide GUS 297 (5 ' -G ACCC AC ACTTTGCCGT AATG AG-3 ' ). El 
minigenoma se amplifico por PCR utilizando los oligonucleotides GUS 297 y 19949 (5'- 
CTTGGTGGATCTGTTGCC-3 El mRNA subgenomico se amplifico por PCR utilizando 

15 los oligonucleotidos GUS 297 y Hder. Los productos de las RT-PCRs se analizaron por 
electroforesis en gel de agarosa junto con marcadores de tamano molecular. 

Los viriones generados de las celulas infectadas (pase 3) se concentraron y se 
inmunopurificaron. El analisis de los minigenomas y mRNAs se realizo por RT-PCR. 

20 2. Resultados 

2.1 Deteccion de RNAs genomico v subgenomicos en celulas ST infectadas con el virus 



En primer lugar se puso a punto la deteccion de RNAs subgenomicos del virus en 
celulas infectadas con el virus TGEV. Se diseftaron amplificaciones por RT-PCR 

25 especificas para cada uno de los RNAs subgenomicos, utilizando los oligonucleotidos 
especificos descritos anteriormente. Los productos de las reacciones de RT-PCR se 
analizaron por electroforesis en gel de agarosa. Los productos mayoritarios de las 
reacciones de RT-PCR mostraron el tamano esperado para cada uno de los RNAs del virus. 
Estos productos se secuenciaron para confirmar que correspondian a los distintos mRNAs 

30 del virus TGEV (Figura 5). 

2.2 Deteccion de los RNAs genomico v subgenomicos en nreparaciones de virus 
purificados 



El RNA de las celulas infectadas se purifico en el pase 3 y se detectaron los 



TGEV 
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2.2.1 Purification de los viriones TGEV 

Para comprobar si la detection de mRNAs subgenomicos en viriones purificados 
dependia del proceso de purification, es decir, para determinar si se encapsidaban 
especificamente o si eran contaminaciones, se obtuvieron preparaciones de virus 
5 purificados utilizando tres metodos distintos. El primer metodo consistio en la 
concentraci6n de virus por ultracentrifugacion a traves de un colchon de sacarosa al 3 1%, 
partiendo de sobrenadantes de celulas ST infectadas. En el segundo metodo, ademis de la 
concentraci6n a traves del colchon de sacarosa, el virus se purifico por centrifiigacion en un 
gradiente contmuo de sacarosa. En el tercer metodo se cambi6 de estrategia. El virus 
1 0 previamente concentrado por ultracentrifugacion se purifico por inmunocaptura con el Acm 
25 .22, especifico para el extremo amino de la proteina M. Lapureza de las preparaciones de 
virus se estimo mediante analisis por electroforesis SDS-PAGE y tincion con nitrato de 
plata en el caso de los dos primeros metodos, y mediante electroforesis SDS-PAGE y 
fluorografia en el tercer metodo, utilizando virus marcado radiactivamente (Figura 6). En el 
1 5 virus concentrado se detectaron las tres proteinas estructurales mayoritarias del virus y 
proteinas contaminantes de alto peso molecular. En las preparaciones de virus purificado 
por gradiente de sacarosa y por inmunocaptura no se detectaron proteinas contaminantes. 

2.2.2 Detection de los RNAs genomico v subgenomicos en preparaciones de virus 
purificados 

A continuation se investigo la presencia de los RNAs genomico y subgenomicos en 
las preparaciones de virus purificado amplificados por RT-PCR (Figura 7). En el virus 
concentrado se detectaron el genoma y los RNAs subgenomicos S, E y M. En el virus 
purificado por gradiente de sacarosa se detectaron el genoma y los mRNAs E y M, pero no 
el S, previamente detectado. En el virus purificado por inmunocaptura se detectaron el 
genoma y el mRNA E. Cuando durante la inmunocaptura se increment6 el numero de 
lavados de 10 a 15 veces en ausencia de detergente, o incluyendo el detergente Tween-20 a 
dos concentraciones (0,05% y 0,5%), solo se detecto el RNA genomico. Debido a que la 
detecci6n de los mRNAs del virus dependia del proceso de purification de los virus, y a 
que cuando se extremo la pureza de los viriones no se identified la presencia de mRNAs en 
los mismos, se concluyo que los mRNAs detectados en virus purificado eran contaminantes 
y no se habian encapsidado. 
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2.3 Detection del minigenoma M39-GUS v del subgen6mico sgmGUS en celulas 
infectadas v en viriones purificados por inmunocaptura 

Para determinar la encapsidaci6n de RNAs de minigenomas que no se perdian 
durante pases sucesivos en cultivos celulares (Alonso y cols., 2002), se utilizo un sistema 

5 basado en la infection de celulas ST con preparaciones de virus TGEV que contenian 
viriones con el minigenoma M39-GUS. Este minigenoma presenta las seflales necesarias 
para su replication y encapsidaci6n, e incorpora una unidad transcriptional compuesta por 
una TRS derivada del gen N seguida del gen trazador gus, Este minigenoma se replica en 
las c&ulas infectadas y tambien transcribe el mRNA subgenomico para el gen gus 

10 (sgmGUS o mRNA-GUS). Se diseno una estrategia de detection especifica para el 
minigenoma M39-GUS y su mensajero por RT-PCR (Figura 8A). Para la detection 
especifica del mRNA se utilizo un oligonucl6tido que hibridaba con el gen gus junto con un 
oligonucle6tido complementary a la secuencia lider del genoma del virus y de los mRNAs 
subgenomicos. En principio, utilizando esta RT-PCR se deberia detectar el minigenoma 

1 5 M39-GUS, aunque en las condiciones en las que se realizo la RT-PCR (es decir, tiempos de 
elongation cortos) unicamente se amplified el mensajero GUS, con 374 pb, pero no el 
producto derivado del minigenoma con una longitud teorica de 3.700 pb. 

La presencia del genoma, minigenoma y el mRNA-GUS se investigo en celulas 
infectadas y en viriones purificados por inmunocaptura a partir de los sobrenadantes de 

20 estas celulas infectadas (Figura 8B). En las celulas se detectaron los RNAs correspondientes 
al genoma, al minigenoma M39-GUS y al mRNA GUS. La naturaleza de estas bandas se 
confirm6 secuenciando los productos de las reacciones de RT-PCR. En la reaction para la 
detection del mRNA-GUS aparecio un producto inesperado con un tamano aproximado de 
1.070 nt. Este producto se secuencio comprobandose que se gener6 en la reaction de RT- 

25 PCR por hibridacion inespetifica del oligonucleotide GUS con el extremo 5' del genoma y 
del minigenoma. En los viriones purificados por inmunocaptura se detecto el RNA 
genomico, el minigenoma M39-GUS, pero no el mensajero GUS, en contraste con los 
resultados obtenidos en las celulas infectadas. La banda inespetifica de 1 .070 nt tambien se 
detecto en los viriones inmunopurificados. En analisis sucesivos se emple6 el 

30 oligonucle6tido GUS 297, que no hibrido inespecificamente con el genoma. 
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2.4 Identification de la SE en el genoma del virus TGEV 

Una vez comprobado que los mRNAs subgen6micos no se encapsidan en viriones, 
en contraste con los minigenomas, se disenaron construcciones basadas en el minigenoma 
M39-GUS que produjeran mRNAs subgenomicos incluyendo secuencias que 
5 potencialmente contuvieran la SE. El minigenoma mas pequeno derivado del virus TGEV 
que se rescatd eficientemente en cultivos celulares era el M33 (Figura 9A), lo que sugeria 
que este minigenoma incluia la SE en el extremo 5' del minigenoma. Esta SE en principio 
procedia de dos zonas discontinuas del genoma del virus, A y B, que se localizaban en los 
primeros 2.144 nt del genoma del virus o en los 568 nt de la region solapante entre los 

10 genes la y lb (del nucleotido 12.195 al nucleotido 12.763), respectivamente (Figura 9B). 

Para localizar la posici6n de la SE, la zona A se subdividio en cuatro fragmentos de 
550 nt, que se solapan entre si a lo largo de 50 nt (Figura 9B). Estos fragmentos, ademas de 
la regi6n B, se amplificaron por PGR, y cada fragmento se clono en el minigenoma M39- 
GUS directamente bajo el control de la TRS optimizada, siguiendo a la secuencia 

1 5 conservada 5 '-CUAAAC-3 * y la secuencia que flanquea el lado 3 ' de la secuencia CS (5 
ACGTCGACGA-3') (Figura 10). 

Los minigenomas generados se transfectaron en celulas ST donde se transcribieron 
bajo el promotor de CMV. Los minigenomas generados se rescataron por infection con el 
virus complementador TGEV. Los viriones generados en las celulas ST transfectadas e 

20 infectadas se pasaron tres veces en cultivos celulares para amplificar los minigenomas. 

La presencia del genoma, minigenomas y mRNAs se estudio en las celulas 
infectadas y en los viriones purificados. Independientemente de la secuencia introducida en 
los minigenomas, el genoma, los minigenomas y sus mensajeros se detectaron en las celulas 
infectadas (Figura 11). Sin embargo, en los viriones purificados a partir de las celulas 

25 infectadas solo se detecto el mRNA cuando los virionse se habian producido en celulas que 
se transfectaron con el minigenoma M39-GUS-A1. En contraste, en el resto de los virus 
purificados a partir de las otras celulas transformadas solamente se detecto el genoma y los 
minigenomas, pero no los mRNAs. 



30 minigenoma que contenia la secuencia Al, el RNA mas abundante fue el mRNA-Al, es 
decir, el que incluia la secuencia del genoma desde el nucle6tido 100 al 649. Incluso 
comparando los productos de las reacciones de RT-PCR con el resto de las construcciones, 



En el caso de los viriones procedentes de las celulas infectadas en presencia del 
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se observ6 repetidamente que el genoma del virus en el caso de la construction Al estaba 
presente en menor cantidad que en el resto de las construcciones, tal como se determino por 
RT-PCR. Estos resultados sugirieron fuertemente que el mRNA-Ai se encapsidaba muy 
eficientemente, inhibiendo la encapsidacion del propio genoma del virus. 



genoma, entre los nucleotidos 100 y 649, ya que su insertion en un mRNA subgendmico 
que no se encapsida, dio lugar a su encapsidaci6n eficiente en viriones. Este resultado 
difiere del obtenido en los coronavirus MHV y BCoV, en los que la SE se ha localizado 
alejada del extremo 5 ' del virus, alrededor de la position 20.300 del genoma de estos virus 
10 (Figura 12). 
3. Discusion 

El virus TGEV encapsido el RNA genomico y los minigenomas, pero no los 
mRNAs del virus. Para la identification de la SE se utilizo una estrategia de action 
positiva, es decir, en la que se mostrase la encapsidaci6n de mRNAs como consecuencia de 

15 la insertion de senales de encapsidacion en los mismos. Esta estrategia consistio en la 
insertion de regiones provenientes del extremo 5' del minigenoma M33, bajo el control de 
la secuencia TRS del minigenoma M39-GUS. De esta manera, en las celulas infectadas en 
presencia de estos minigenomas se producirian mRNAs con las secuencias indicadas 
clonadas en el minigenoma. Estas construcciones se rescataron en celulas ST transfectadas 

20 e infectadas con el virus TGEV complementador. En los viriones liberados de las celulas 
infectadas se detectaron solamente los mensajeros que conteman la secuencia comprendida 
desde las posiciones 100 a 649 del genoma, indicando que la SE se encuentra en este 
fragrnento de RNA. Dado que estas senales de encapsidacion tienen un tamafio inferior a 
100 nt, tal como se ha descrito en el coronavirus MHV (Fosmire y cols., 1992), queda 

25 pendiente por determinar las secuencias mmimas necesarias para la encapsidacion de RNAs 
en el virus TGEV. 

El RNA genomico fue el mas abundante en virus purificados procedentes de celulas 
infectadas con virus en presencia de minigenomas. Sin embargo, cuando los minigenomas 
contenian la capacidad para transcribir mRNAs que incluian la SE, el RNA m&s abundante 
30 en virus purificados fue el mRNA. Este resultado indicd que el RNA mensajero que 
contenia la SE se incorporaba a los viriones muy eficientemente, en detrimento de la 
encapsidacion del RNA genomico y del minigenoma que lo generaba. Posiblemente, la 



5 



Los resultados obtenidos indican que la SE del virus se localizo en el extremo 5' del 
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menor cantidad de RNA genomico en los viriones purificados en presencia del minigenoma 
M39-GUS-A1 y su mRNA, se debi6 a la competicidn por la encapsidaci6n entre el genoma 
del virus, el minigenoma y el mRNA. 

La encapsidaci6n podria estar en principio asociada a la replicacion del genoma, tal 
5 como sucede en poliovirus y flavivirus (Khromykh y cols., 2001 ; Nugent y cols., 1999). Sin 
embargo, es poco probable que este sea el caso de los coronavirus, porque la encapsidacion 
de mRNAs mediada por la SE en el caso del virus TGEV asi como en el coronavirus MHV 
(Woo y cols., 1997), es independiente de la replicaci6n del RNA, dado que los mRNAs no 
se replican (el mecanismo de replicacion y transcripcion tiene dintintos requerimientos en 

10 los coronavirus) (Bos y cols., 1997; Woo y cols., 1997). Sin embargo, no se puede excluir 
que la encapsidacion de mRNAs en los que se ha introducido artificialmente la SE este 
asociada a la transcripcion de estos mRNAs, que es el mecanismo por el cual se sintetizan 
(Baker y Lai, 1990; Sawicki y Sawicki, 1998; van Marie y cols., 1999). 

Los resultados obtenidos indican que la SE del virus TGEV se encuentra entre los 

15 nucleotidos 100 y 649 del genoma del virus. Ello es sorprendente, dado que la SE en el 
coronavirus MHV se ha situado a 1 ,4 kb del extremo 3 ' del gen de la replicasa (Fosmire y 
cols., 1992), es decir, una zona que esta a casi 20.000 nt de la descrita aqui para la SE en el 
genoma del virus TGEV. Se desconoce la razon de esta diferencia en la localizacidn de la 
SE. 

20 Las senates de encapsidacion en distintos virus presentan una estructura secundaria 

definida, con estructuras de RNA en horquilla reconocidas especificamente por las 
nucleoproteinas de los virus (Fosmire y cols., 1992; Kim y cols., 1998; Wooycols., 1997; 
Zhongycols., 1992). 

La localization de la SE en el genoma del virus TGEV tiene una gran importancia 

25 prdctica, ademas de cientifica. A modo ilustrativo, se pueden desarrollar vectores virales 
utiles para el desarrollo de vacunas y terapia genica derivados del virus TGEV en los que, 
como medida de seguridad para evitar la propagation del vector in v/vo, se han delecionado 
genes esenciales para el ensamblaje del virus (Figura 13). Para aumentar el nivel de 
bioseguridad del vector, una vez acotada la SE, se puede relocalizar desde el extremo 5' del 

30 genoma al extremo 3 * del genoma, inmediatamente al lado del gen delecionado (Figura 1 3). 
De esta manera se evitara la regeneracidn de virus infectivo a partir de una recombinacion 
entre el vector y un virus de campo. En el caso de que la recombinacion tuviera lugar, el 
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virus de campo adquiriria el extremo 3' del vector, recuperando los genes delecionados. Sin 



Unicamente en el caso de una doble recombination el vector recuperaria tanto la SE como 
los genes delecionados. Sin embargo, una triple recombination que llevara a la 
5 recuperaci6n de dos genes esenciales delecionados, ademas de la SE, es un evento poco 
frecuente (frecuencia de recombination en torno a 1x10^ x lxlO" 4 x lxlO" 4 = IxlO" 12 ) 
(Sanchez y cols., 1999), lo que anadiria un componente de seguridad adicional al vector que 
presenta deleciones de genes esenciales exclusivamente (Figura 13). 



1 0 encapsidacion de coronavirus y la generation de nuevos vectores virales bioseguros para el 
diseno de nuevas vacunas y para terapia genica, aplicables en salud animal y humana. 



embargo, este proceso conllevaria la perdida de la SE, por lo que no se podria propagar. 



La identification de la SE del genoma permite el estudio de los mecanismos de 
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REIVINDICACIONES 

1. Una secuencia de &cido nucleico seleccionada entre: 

a) una secuencia de nucle6tidos que comprende desde el nucleotide) 100 al 
nucleotido 649 del genoma de un coronavirus del grupo 1, incluyendo dicha 

5 secuencia de nucleotidos la secuencia de encapsidacion de dicho coronavirus; 

b) una secuencia de £cido nucleico analoga a la secuencia definida en a) que 
contiene la secuencia de encapsidacion de un coronavirus del grupo 1; 

c) una secuencia de dcido nucleico complementaria a cualquiera de dichas 
secuencias a) o b); y 

10 d) una secuencia de un acido nucleico con una estructura secundaria similar a la de 

una secuencia de encapsidacion (SE) de un coronavirus del grupo 1, 
independientemente de la secuencia primaria de nucleotidos. 

2. Secuencia segiin la reivindicacion 1, en el que dicho acido nucleico es cualquier 
1 5 molecula de DNA o RNA. 

3. Secuencia segiin la reivindicacion 1, en el que dicho coronavirus del grupo 1 se 
selecciona del grupo formado por los coronavirus porcinos, caninos, felinos y humanos. 

20 4. Secuencia segun la reivindicacion 1 , constituida por la secuencia de nucleotidos mostrada 
en la SEC. ID. N°: 1, o por un fragmento de la misma, que contiene la secuencia de 
encapsidacion del virus de gastroenteritis porcina transmisible (TGEV). 

5. Una construccion de un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico 
25 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, junto con, opcionalmente, una secuencia 
promotora de la transcription. 
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6. Un plasmido que contiene dicha secuencia de acido nucleico segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, o dicha construccion de acido nucleico segiin la reivindicacion 5. 



WO 03/062424 ^^T7ES03/00038 

39 

7. Un vector que comprende 

una secuencia de dcido nucleico (I) seleccionada entre (i) una secuencia de acido 
nucleico correspondiente al genoma completo, o a una parte del mismo, de un coronavirus 
del grupo 1, y (ii) una secuencia de acido nucleico de otro virus que tiene una identidad de 
5 secuencia igual o superior al 60% con dicha secuencia (i); a la que se le ha delecionado, al 
menos, un gen esencial para el ensamblaje de dicho virus; y 

una secuencia de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4. 

8. Vector segiin la reivindicacion 7, en el que dicha secuencia de acido nucleico segun 
10 cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, ha sido insertada en una posici6n de la secuencia 

de acido nucleico (I) distinta a su posicion original en el genoma del virus tipo salvaje, o en 
una posicion adyacente al, o inmediatamente al lado del, gen delecionado, o de uno de los 
genes delecionados, en dicha secuencia de acido nucleico (I). 

15 9. Vector segun la reivindicacion 7, en el que dicha secuencia de acido nucleico (I) es la 
secuencia del genoma completo de un coronavirus del grupo 1, o de un fragmento del 
mismo, al que se le ha delecionado, al menos, un gen esencial para el ensamblaje de dicho 
coronavirus y en el que dicha secuencia de acido nucleico segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4 se ha localizado en una posicion distinta a la original en el 

20 coronavirus tipo salvaje. 

10. Vector segiin la reivindicacion 9, en el que dicha secuencia de acido nucleico (I) es la 
secuencia del genoma completo de un coronavirus del grupo 1, o de un fragmento del 
mismo, al que se le ha delecionado, al menos, un gen esencial para el ensamblaje de dicho 
25 coronavirus y en el que dicha secuencia de acido nucleico segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4 se ha localizado en una posicion adyacente al, o inmediatamente al 
lado del, gen delecionado o de uno de los genes delecionados. 



30 



11. Vector segiin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, que comprende, ademas, una 
secuencia de un &cido nucleico heterologo, que codifica una determinada actividad, bajo el 
control de los elementos reguladores de la transcripcion presentes en dicho vector. 
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12. Un m6todo para producir un producto de interes que comprende cultivar una c61ula 
hospedadora que contiene un vector segiin la reivindicacion 11, bajo condiciones que 
permiten la expresi6n del &cido nucleico heterologo y recuperar el producto de interes. 

5 13. Un m6todo para producir un coronavirus recombinante que comprende introducir un 
vector viral segiin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 1 1 en una celula hospedadora, 
cultivar dicha celula hospedadora que contiene dicho vector bajo condiciones que permiten 
la expresion y replicaci6n del vector y recuperar los viriones obtenidos del coronavirus 
recombinante. 



14. Una celula hospedadora que comprende un vector segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 7 a 1 1 . 

15. Una vacuna capaz de inducir proteccion en un animal frente a la infeccion causadapor 
15 un agente infeccioso que comprende (i) al menos, un vector segiin la reivindicaci6n 1 1 , que 

expresa, al menos, un antigeno adecuado para inducir una respuesta inmune frente a dicho 
agente infeccioso, o un anticuerpo que proporciona proteccion contra dicho agente 
infeccioso, junto con, opcionalmente, (ii) un excipiente farmaceuticamente aceptable. 

20 16. Vacuna segiin la reivindicacion 15, en la que dicho vector expresa, al menos, un 
antigeno capaz de inducir una respuesta inmune sistemica y/o una respuesta inmune en 
mucosas frente a distintos agentes infecciosos que se propagan en mucosas respiratorias o 
entericas. 

25 1 7. Una vacuna multivalente capaz de inducir protecci6n en un animal frente a la infeccion 
causada por mas de un agente infeccioso que comprende (i) un vector segiin la 
reivindicacion 11, que expresa, unos antigenos adecuados para inducir una respuesta 
inmune frente a dichos agentes infecciosos, o anticuerpos que proporcionan proteccion 
contra dichos agentes infecciosos, junto con, opcionalmente, (ii) un excipiente 

30 farmaceuticamente aceptable. 



10 



WO 03/062424 



# 




7ES03/00038 



41 



1 8. Una vacuna multivalente capaz de inducir protection en un animal frente a la infection 
causada por m£s de un agente infeccioso que comprende (i) mas de un vector segun la 
revindication 11, cada uno de los cuales expresa un antigeno adecuado para inducir una 
respuesta inmune frente a cada uno de dichos agentes infecciosos, o anticuerpos que 
5 proporcionan proteccidn contra cada uno de dichos agentes infecciosos, junto con, 
opcionalmente, (ii) un excipiente farmac&iticamente aceptable. 
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